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© Verfahren zur hochaufiosenden Zweidimerisional-Elektrophorese und Vorrichtung zur Durchfuhrunq des 
Vcrfahrens 

© Zur hochaufiosenden Zweidimensional-Elektrophorese, 

bei der auf einer Geluntedage zunachst in einer arsten 

Richtung eine erste Trennung und anschlieSend eine zweite 

Trennung senkrecht zur ersten Richtung durch eine von der 

ersten Trennung unterschiedliche, z. 8. eine molekulare 

Siebung erfolgt, wird vorgeschlagen, ein aus einem Stuck 

bestehendes, sich in beide Dimensionen erstreckendes 

trockenes Gel zugrunde zu legen und zur Durchfuhrung der 

Trennung der ersten Dimension lokal selektiv streifenformig 

zu hydratisteren, wobei der restliche Gelbereich seine Trok- 

kengelkonfiguration beibehalt, anschlieSend wird die Tren- 
nung in der ersten Dimension im selektiv hydratisierten 

Bereich durchgefuhrt und anschlieSend wird die restliche 
, Elektrophoreseflache des Gels hydratisiert zur Durchfuhrung 
( der zweiten Trennung. 
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Stand der Technik 

5 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren nach dem Ober- 
begriff des Anspruchs 1 bzw. eine Vorrichtung zur 
Durchfllhrung dieses Verfahrens nach dem Oberbegriff 
des Unteranspruchs 9. 

Die Kombination zweier verschiedener Elektropho- J0 
rese-Methoden ist in vielfacher Form bekannt und dient 
beispielsweise dazu, aus komplexen Proteingemischen 
einen Teil der Fraktionen mit einer ersten Elektropho- 
rese abzutrennen und anschlieBend mit einer zweiten 
nach anderen Parametern trennenden Methode weiter ts 
zu separieren r so daB beispielsweise far eine gegebene 
Problemstellung irrelevante Proteine die eigentlich an- 
gestrebte Trennung nicht beeinflussen oder urn bei 
komplexen Proteingemischen dieses moglichst in samt- 
liche Einzelproteine zu fraktionieren, urn ein Gesamt- 20 
bild der Proteinzusammensetzung zu erhalten und ein- 
zelne Proteine auffinden zu kCnnen. 

Einen zusammenfassenden Oberblick Uber hochauf- 
idsende 2D-Elektrophoreseverfahren auf der Basis ei- 
nes Poiyacrylamid-Gels gibt der Aufsatz von Michael J. 25 
Dunn und Arthur H. Burghes "Review" in der Zeitschrift 
Electrophoresis 1983, 4, 97 — 1 1 6, an, so daB sich ausfiihr- 
liche Erlauterungen zu diesem Verfahren erubrigen un- 
ter Hinweis auf diese Veroffentlichung und auf einige 
weitere Veroffentlichuugen entsprechend DE-OS 30 
21 07 092; DE-OS 20 13 840; DE-PS 32 32 685 bzw. die 
zusammenfassende Darstellung auf Seite 31 in dem 
Buch "Elektrophorese- Praktikum* von Dr. Rainer We- 
stermeier, VCH Verlagsgesellschaft mbH 6940 Wein- 
heim. Auf dieses Buch wird auch verwiesen zum allge- 35 
meinen Verstandnis elektrophoretischer Trennvorgan- 
ge, der fQr diese benotigten Instrumente, Chemikalien 
und Gele. 

Zusammenfassend kann man feststellen, daB zur 
Durchfuhrung einer zweidimensionalen Elektrophorese 40 
die auch heute noch gebrauch liens ten Methoden darin 
bestehen, daB man fur die isoelektrische Fokussierung 
(Auftrennung nach Ladung) der ersten Dimension ein 
mi: Bezug auf das der zweiten Dimension zugrunde 
liegende Gel unterschiedliches, moglichst groBporiges 45 
Gel verwendet, urn Siebwirkungen von Anfang an zu 
vermeiden. Urn zu einer gewunschten hohen Reprodu- 
zierbarkeit der MeBwerte zu gelangen, soilten sich beim 
GelgieBen ergebende Unterschiede moglichst vermic- 
den werden, so dafl bevorzugt Fertiggele eingesetzt 50 
werden, was allerdings zu einem weiteren Problem fQhrt 
wegen der Notwendigkeit, sogenannte chaotropische 
Mittel (Harnstoff) in der Gelmatrix zur Vermeidung von 
Aggregaten zwischen Proteinen und Komplexbildun- 
gen einzusetzen,aber Harnstoff in Losung chemisch in- 55 
stabil bei der Lagerung solcher Fertiggele ist 

In diesem Zusammenhang ist es auch bekannt, verti- 
kaie Rundgele, Flachgelstreifen, Rundgele mit Nylonfa- 
den (Millipore) oder foliengestfltzte Streifen fur die Auf- 
trennung der Ersten Dimension einzusetzen. go 

AnschlieBend muB der Obertrag von der ersten auf 
die zweite Dimension vorgenommen werden, wozu sich 
am ehesten noch IEF-Spaghetti oder IEF-Streifen auf 
Tragerfilmen eignen, die auf vertikale oder horizontale 
SDS-Gele aufgelegt werden, mit den Notwendigkeiten 55 
einer reproduzierbaren Umaquilibrierung im SDS- Puf- 
fer, der reproduzierbaren Obertragung und dem guten 
Kontakt von der ersten auf die zweite Dimension und 



der selbstverstandlichen Kontrolle, ob alle Proteine aus 
der ersten Dimension herausgewandert sind. 

Dabei wird bei der zweiten Dimension, also der Auf- 
trennung nach Molekulargewicht (SDS-Elektrophorc- 
se) ublicherweise ein engporiges Gel mit hoher Siebwir- 
kung und hohem pH-Wert eingesetzt, wobei Fertiggele 
wegen des hohen pH-Werts wiederum nur eine be- 
grenzte Lagerstabilitat aufweisen. Arbeitet man in die- 
sem Zusammenhang mit einem diskontinuierlichen Puf- 
fersystem zur Erzielung guter Trennleistungen, dann ist 
bekannt, daB bei Fertiggelen die Puffer wahrend der 
Lagerung ineinander diffundieren wurden. 

In Vcrbindung mit dem sich bei einer zweidimensio- 
nalen Elektrophorese ergebenden Problemen sei 
schlieBlich noch auf zwei kflrzliche Verdffentiichungen 
verwiesen. namlich das US-Patent 4 874 490 (Hochstras- 
ser) sowie das japanische Patent JP 58105053 A2 (Hita- 
chi). 

Hochstrasser benutzt zur zweidimensionalen Elek- 
trophorese auf einem gemeinsamen Trager, beispiels- 
weise einer Glasplatte aufgebrachte zwei verschiedene 
Gele, und zwar ein Streifengel fur die erste Dimension 
und ein Flachgel (slab gel), die durch einen isolierenden 
Bereich getrennt sind. Die beiden Gele sind fertig aufbe- 
reitet,sind also Feuchtgele, wobei das Streifengel jeden- 
falls chaotropische Mittel enthalt und das Slabgel zur 
DurchfUhrung der SDS-EIektrophorese gectgnet ist 
(SDS = Sodiumdodccylsulfate entsprechend Natrium- 
dodecylsulfat). 

Fur die Trennung der zweiten Dimension wird der 
isolierende Bereich entfernt und so zwischen den beiden 
Gelen die erforderliche elektrische FContaktverbindung 
hergestellL Es kdnnen sich daher hier die gleichen Pro- 
bieme wie weiter vorn schon geschildert ergeben, nam- 
lich die Instability des chaotropische Mittel enthalten- 
den Fertiggels und insbesondere die Notwendigkeit des 
Eindringens der Proteine in das Flachgel Uber den frti- 
heren isolierenden Bereich. Insofern unterscheidet sich 
Hochstrasser auch nur gering von den bisher bekann- 
ten, auch korperlich getrennten Fertiggelen zur Zweidi- 
mensional- Elektrophorese, mit dem lediglichen Unter- 
schied, daB die erste Dimension in der geometrischen 
Nahe der zweiten Dimension realisiert wird. 

Im Gegensatz dazu wird in dem erwahnten japani- 
schen Patent JP 58105053 A2 zu einem eher komplizier- 
ten und zeitraubenden Verfahren gegriffen zur Durch- 
fuhrung einer zweidimensionalen Trennung, indem ein 
Porengradienten-Gel zugrunde gelegt wird unter Ver- 
zicht auf die abliche SDS-Trennung in der zweiten Di- 
mension. 

Die durch ihre Monomerkonzentration definierte 
Polyacrylamid-Matrix verandert sich daher in ihrer 
Konzentration von beispielsweise 4% auf 20 oder 25%, 
wobei in der niedrigsten Konzentration, die als beson- 
ders groBporig angesehen werden kann, die Trennung 
in der ersten Dimension in der ublichen Weise durch 
isoelektrische Fokussierung erfolgt und anschlieBend 
durch den sich andemden Porengradientenverlauf des 
Gels nach MolekulgroBe, nicht nach Molekulargewicht 
getrennt wird. Eine weitere Schwierigkeit bei diesem 
zweidimensionalen Trennverfahren kann darin beste- 
hen, daB in das gesamte Gel zur Bildung des erforderli- 
chen pH-Gradienten Tragerampholyte, namlich soge- 
nannte amphotere Puffersubstanzen eingebracht sein 
mussen, die jeweils unterschiedliche isoelektrische 
Punktc haben. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine hoch- 
aufldsende ZweidimensionaJ-EIcktrophorese zu schaf- 
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fen, die innerhalb eines einzigen Gels durchgefuhrt wird 
und sie besonders einfach und kostengunstig realisieren 
la&L 

Vorteile der Erfindung 5 

Die Erfindung tdst diese Aufgabe mit den Merkmalen 
des Anspruchs 1 bzw. des Unteranspruchs 8 und hat 
gegenOber den bekannten Verfahren den Vorteil, daB 
sowohl die isoelektrische Fokussierung der ersten Di- io 
mension als auch die SDS-Auftrennung nach Moleku- 
largewichten unter Zugrundelegung eines echtcn cin- 
heitlichen gemeinsamen Gels (Single-Gel 2D-Elektro- 
phorese) durchgefuhrt wird, wobei von einem Trocken- 
gel ausgcgangcn wird, wodurch zunachst samtliche Pro- 15 
bleme der iiblichen feuchten Fertiggele vermieden wer- 
den, namlich geringe Lagerfahigkeit, chemische Instabi- 
lity mechanische Instabilitat der Matrix, andererseits 
aber auch — zur Erzielung einer hinreichend hohen 
Reproduzierbarkeit — sonstige Variationcn beim Gel- 20 
gieBen, aiso der Polymerisation vor Ort, vermieden sind. 

Dennoch gelingt es, die Trennung in den beiden Di- 
mensionen unter Zugrundelegung von vdllig voneinan- 
der unabhangigen Parametern durchxufuhren. 

Tatsachiich gelingt es der vorliegenden Erfindung, ei- 25 
nen langgehegten, jedoch bisher nicht realisierbaren 
Wunschtraum realisieren zu konnen, namlich unter Zu- 
grundelegung eines einzigen Gclcs die Probe aufzuge- 
ben, in der Richtung der ersten Trennung abtaufen zu 
lassen, anschlieBend in einfacher Weise umzupuffern 30 
und die Trennung der zweiten Dimension durchzufuh- 
ren. 

Dabei erfolgt auch bei vor licgendcr Erfindung die 
Trennung in der ersten Dimension durch isoelektrische 



— eine einfache Handhabung; 

— eine hohe Reproduzierbarkeit; 

— die Mogiichkeit, groBe Proteinmengen aufzu- 
trennen bei 

— hoher Auflosung, wobei 

— diese Arbeiten aufgrund der drastischen Verein- 
fachung sozusagen "nebenher* gemacht werden 
konnen. 

Da zur Auswerrung der Ergebnisse die erste Dimen- 
sion immer mitgefarbt wird, ist 

— immer eine Kontrolle des Obergangs von der 
ersten zur zweiten Dimension moglich. 

Schiiefilich gelingt es aufgrund der durch die Erfin- 
dung ermdglichten verbessertcn Aquilibrierung: 

— auch kritische Proteine zu SDS-Micellen umzu- 
wandcln, wobei 

— die erste Dimension auch nativ gefahren werden 
kann. 

Durch die in den Unteranspriichen aufgefGhrtcn 
MaBnahmen sind vorteilhafte Weiterbildungen und 
Verbesserungen der Erfindung moglich. Besonders vor- 
teilhaft ist die Mogiichkeit, pro Gel gleichzeitig zwei 
2D-Trennungen durchzufuhren, wobei 

— beide Proben unter identischen Bedingungen 
laufen. 

Eine weitere Ausgestaltung der Erfindung besteht 
schiiefilich darin, bei der ursprungiichen Herstellung des 



Fokussierung und in der zweiten Dimension die Siebung 35 Gels ab Fabrik im Streifenbereich der ersten Dimension 



nach Molekulargewicht mit SDS. 

Ein weiterer Vorteil besteht darin, daB es beim Uber- 
trag der ersten auf die zweite Dimension nicht notwen- 
dig ist, Gelstreifen oder Gelspaghetti zu transportieren: 
auch ist keine physikalische Veranderung der einen zu- 
grunde gelegten Gelmatrix notwendig. 

Daher ist es auch moglich, auch ,bei nur einfacher 
vorhandener Ausriistung, beispielsweise also in Dritt- 
weltlandern oder bei weniger aufwendigen labortechni- 
schen Gegebenheiten einwandfreie, hochreproduzier- 
bare und hochgenaue zweidimensioaale elektrophoreti- 
sche Trennungen durchzufuhren, wobei es durch die 
Erfindung gelingt, eine Reihe von sonst erforderlichen 
Manipulation en bei der zweidimensionalen Trennung, 
sowie weitere Fehler und Variationsmoglichkeiten aus- 
zuschalten. 

Da die Erfindung ein einheitliches Gel zur Verfugung 
stellt, das als Trockengel erst zum Zeitpunkt der Ver- 
wendung hydratisiert und mit den entsprechenden Che- 
mikalien benetzt bzw. getrankt wird, kdnnen beide Di- 
mensionen, also sowohl die isoelektrische Fokussierung 
als auch die anschlieBende SDS-Elektrophorese in dem 
gleichen Gel durchgefuhrt werden, so daB keine Gelm- 
anipulationen, kein Obertrag von einem Gel auf das 
andere, mit den hierdurch moglichen Fehlerquellen und 60 
Verwechslungen erforderlich sind. Desgleichen ist auch 
kein Gele-GieBen, kein Puffer-Anruhren erforderlich. 
Da die Gele vor dem Trocknen gewaschen werden, ent- 
halten diese Trockengele keine giftigen Substanzen 
mehr. Aufgrund des Umstandes, daB kein Gel-Ubertrag 55 
zwischen der 1. und 2. Dimension mehr ndtig ist, ergibt 
sich: 



eine groflporige Gelmatrix zugrunde zu legen und das 
restliche Flachengel, das sich ohne Obergang anschlieBt, 
als feinporigeres Polyacrylamid-Gel auszulegen im Sin- 
ne eines Molekularsiebes fQr die Auftrennung in der 
40 zweiten Richtung nach dem Molekulargewicht. 

Eine weitere, besondere vorteilhafte Ausgestaltung 
und Anwendung der Zweidimensional-Elektrophorese 
ist eine zonen-elektrophoretische Trennung oder iso- 
elektrische Fokussierung in der ersten Dimension und 
45 eine Immun- oder Affinitats-elektrophoretische in der 
zweiten Dimension. Hierzu laBt man die fraktionierten 
Proteine aus dem Gel der ersten Dimension elektropho- 
retisch in eine Gelschicht einwandern, welche z. B. mo- 
novalente oder polyvalente Antikdrper (meist Immun- 
50 globuline) oder z. B. Lectine (diese reagieren hochspezi- 
fisch auf bestimmte. Zuckerreste in Glykoproteinen) 
enthalten. Diese reaktiven Additiva binden spezifisch 
und quantitativ bestimmte. Proteine und bilden damit 
Riesenmolekule, welche im Gel nicht mehr weiter wan- 
55 dern und danach auf einfache Weise detektiert werden 
konnen. Diese Methode ist vor allem in der klinischen 
Routine vie! verbreitet, da sie hochspezifisch und quan- 
tifizierbar ist. 



Zeichnung 

Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung sind in der 
Zeichnung dargestellt und werden in der nachfolgenden 
Beschreibung naher eriautert. Es zeigen: 

Fig. 1 schematisiert perspektivisch die Herstellung ei- 
nes IEF-Plateaus im gemeinsamen, zugninde liegenden 
Ausgangstrockengel mhtels Aufpipettieren des IEF- 
Gemisches und 
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Fig. 2 das beidseitige Strecken eines streifenformigen 
Vlieses aJs Tragermittel fQr das IEF-Gemisch; 

Fig. 3 zeigt die Anordnung der Elektroden fiir die 
isoelektrische Fokussierung (erste Dimension), wobei 
zwci 2D-Elektrophoresen gleichzeitig durchgefuhrt 
werden konnen; 

Fig. 4 zeigt die Vorbereitungen und die Ausgangspo- 
sition des gemeinsamen Gels fUr die Durchfuhrung der 
SDS-Elektrophorese der fokussierten Proteine, wah- 
rend 

Fig. 5 zum besseren Verstandnis einmai die Trennung 
in der ersten Dimension: IEF und daneben die Trennung 
in der zweiten Dimension zeigt, wobci die fokussierren 
Proteine dann in Querrichtung zur ersten Trennungs- 
richtung Uber die Sammelgelflache wandern; 

Fig. 6 zeigt schlieBlich das gemcinsame 2D-Gel bei 
zwei gleichzeitig durchgefuhrten 2D-EIektrophoresen 
mit darunter perspektivisch dargestellter Aquilibrier- 
kammer fur das Quellen und Umaquilibrieren des 
2D-Gels zur Vorbereitung der zweiten Trennung- 
schlieBlich zcigen als weiteres Anwendungsbeispiel die 

orf f ' 8 9 den Einsatz der erfindungsgemaBen 
2D-Elektrophorese zur Durchfuhrung einer Immun- 
oder AffinnSts-elekirophoretischen Trennung 



Beschreibung der Ausftlhrungsbeispiele 

Der Grundgedanke vorliegender Erfindung besteht 
dann, ausgehend von einem einheit lichen, insofern ein 
emziges Moiekai darsteKenden Sammeitrockengel die- 
ses zunachst streifenformig, also in der ersten Dimen- 
sion lokalisiert selektiv zu hydratisieren, vorzugsweisc 
das erforderliche IEF-Gemisch bei diesem Verarbei- 
tungsschritt gleich mit aufzubringen, die Trennung in 
der ersten Dimension durchzuffihren und anschlieBend 
das 2D-GeI, desscn Trenngelbereich noch immer trok- 
ken ist und von der seiektiven Hydratisierung des ersten 
Dimensionsstreifens vollstandig unberuhrt gebUeben 
ist, ebenfalls zu quellen, die IEF umzuaquilibrieren und 
anschlieBend die SDS-Elektrophorese durchzufuhren. 

Ausgegangen wird von einer dQnnen bzw. ultradun- 
nen Gelmatrix in einem horizontalen System zur zweidi- 
mensionaien elektrophoretischen Auftrennung, wobei 
die Gelmatrix auf einer dOnnen Tragerfolie angeordnet 
ist und entsprechend einem ersten Ausftlhrungsbeispiel 
erne einheitliche Polymerisationsstruktur aufweisen 
kann und beispielsweise wie dblich aus Polyacryiamid 
oder Agarose bestehen kann. 

Die Erfindung beruht dabei auf der Erkenntnis, dafl 
die Hydratisierung nur eines Teabereichs des die Aus- 
gangsbasis bildenden Trockengeis absolut lokalisiert 
bleibt auf den Bereich, der mit der Hydratisier- bzw. 
I jSF-Gemisch-FIOssigkeit in Kontakt gekommen ist, was 
sich in der Weise auBert, daB nach Beendigung der se- 
iektiven Hydratisierung eine deutliche Plateaubildung 
im Streifepbereich der ersten Dimension erkennbar ist 
D.h. daB dieser streifenfdrmige Gelbereich des Trocken- 
geis insgesamt das zugefQhrte Fltissigkeitsgemisch voll- 
standig aufnimmt und auch lokalisiert fur sich behait, 
wobei keine Abgabe an benachbarte Bereiche innerhaib 
hier sinnvollerweise zugrunde liegender Zeitr&ume, bei- 
spielsweise zwischen 4 und 5 Stunden, erfolgt. 

Demnach wind zur HersteUung eines soichen IEF-PIa- 
teaus streifenformig auf die Trockengelschicht 10 der 
Fig. 1 im Randbereich wie dargestellt ein streifenfdrmi- 
ges Vlies 1 1 oder ein sonstiger, gut benetzbarer Materi- 
alstreifen aufgelegt 

Im allgemeinen kann dabei so vorgegangen werden, 



daB die mit einem Vlies selektiv abgedeckte Trocken- 
gelschicht (mit nach unten gerichteter Tragerfolie aus 
geeignetem Material) blasenfrei in eine geringe Menge 
reines Wasser enthaltende Wanne eingelegt wird, urn so 
5 einen guten Halt fQr nachfolgende Akuoncn zu erzielen 
und ein Austrocknen wlhrend der Quellzeit zu verhin- 
dern. AnschlieBend wird auf das Vlies eine vorgegebene 
Menge (beispielsweise 2 ml eines lEF-Gemisches) mit 
einer Pipette 12 aufgebracht und soweit mdglich gleich- 
io maBig auf dem Vlies 1 1 verteilL 

Nach einiger Zeit kommt es dann noch zu einer Lan- 
gung des Vlieses 1 1, so daB es dann sinnvoll ist, das Vlies 
an beiden Endseiten mit Pinzetten festzuhalten und 
leicht zu strecken, wie in Fig. 2 gezcigt, urn so Fallen zu 
is beseitigen. 

AnschlieBend laBt man das solchermaBen lokai hydra- 
tisierte Trockengel fur eine vorgegebene Zeit abge- 
deckt stehen, beispielsweise 40min bei nativem IEF- 
Gemisch und 60 min bei 8 mol/L Harnstoff-Mix. 
20 w Nach Ablauf der vorgegebenen Zeitdauer wird das 
Vlies mit einer Pinzette abgezogen, woraufhin man fest- 
stellen kann, daB das durch das Vlies bedeckte und auf 
diese Weise realisierte lEF-Plateau einwandfrei anse- 
quollen isL 

25 Der weitere Verlauf ist dann so, wie in Fig. 3 darge- 
stellt; da zwei 2D-Elektrophoresen gleichzeitig durch- 
gefuhrt werden, sind bei gemeinsamer Mittelkathode 13 
an beiden Endbereichen Anoden 14a, 14b vorgesehen, 
die mit den cntsprechenden Elektrodenhaltern eiek- 
30 tnsch verbunden sind. Hierauf braucht nicht weiter ein- 
gegangen zu werden, wobei jedoch vor Auflegen des 
2D-Gels auf eine KQhlplatte Wasser an der Folienunter- 
seite dadurch entfernt wird, daB man diese Uber ein 
Filterpapierzieht 
35 AnschlieBend laBt man in Ublicher Weise die Tren- 
nung in der ersten Dimension ablaufen, wobei entspre- 
chende Phasen (Probeneintritt, Hauptfokussierung 1 
und Hauptfokussierung 2) mit jeweils unterschiedlichen 
clcktnschen Daten und Zeitdauern durchgefuhrt wer- 
40 den. 

Nach Beendigung der lEF-Trennung erfolgt Quellen 
und Umaquilibrieren des Sammelgels (2D-Gels), wobei 
un einzelnen so vorgegangen wird, daB in eine geeignete 
Schale erne vorgegebene Menge Geipuffer eingefullt 
45 und das 2D-GeI mit der Beschichtung nach unten bla- 
senfrei auf den Rost der Schale aufgelegt und fiir eine 
vorgegebene Zeitdauer im kaiten Geipuffer gertlhrt 
wird, und zwar beispielsweise 10 min lang bei nativem 
EF-Gemisch der ersten Dimension bzw. 13 min lang bei 
so 8 Mol/L Harnstoff. 

AnschlieBend wird das 2D-Gel aus der Schale ent- 
nommen und vertikal in eine Aquilibrierkammer gestellt 
zur Durchfuhrung einer seiektiven Aquiiibrierung in ei- 
nem heiBen Sammelgel-Aquilibrierer, wie dies in Fig. 6 
55 bei 15 gezeigt ist, wo eine sogenannte Verteq-Aquili- 
bnerkammer dargestellt ist Diese selektive Aquilibrie- 
rung dient der Aufbereitung der fokussierten Proteine, 
wobei das 2D-Gel 10 mit dem IEF-Plateau 16 in das 
heiBe Verteq-Bad gelangt 
60 AnschlieBend kann sich noch einmai ein Aufenthalt 
des 2D-Gels im kaiten gerOhrten Geipuffer anschliefien. 

Nach dem Quellen und Umaquilibrieren des 2D-Gels 
erfolgt dann die SDS-Elektrophorese in der zweiten Di- 
mension; das Gel wird dem RQhrer oder dem Verteq- 
65 Bad enmommen, die Elektroden werden angebracht, 
und die SDS-Elektrophorese lauft ab. 

Im einzelnen wird so vorgegangen, daB nach Entnah- 
me des 2D-Gels dieses mit der Folienseite nach unten 
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auf ein Filterpapier gelegt und die Folienseite vom SDS- 
Puffer befreit wird, indem man das Gel uber das Papier 
zieht 

AnschlieBend kann auch die Oberflache des Gels mit- 
tels eines Elektrophoresepapiers getrocknet werden, 5 
woraufhin das 2D-Gel mit der Folie nach unten auf eine 
Kuhlpiatte gelegt wird, so wie dies in Fig. 4 im einzelnen 
gezeigt ist. 

Es werden beidseitig Elektrodenkartons in Form ka- 
thodischer bzw. anodischer Pufferstreifen 17 und 18 auf 10 
die Geioberflache randseitig aufgelegt; die Elektroden, 
die Bestandteil einer Abdeckgiasplatte 19 sind, werden 
mit den kathodischen und anodischen Pufferstreifen in 
Verbindung gebracht und am jeweiligen Stromversor- 
ger die entsprechenden Werte eingestellt, urn die SDS- 15 
Eiektrophorese ablaufen zu lassen. 

Da die bciden Trennungcn bevorzugt nach dem 
Grundprinzip der isoelektrischen Fokussierung (erste 
Trennung) bzw. der SDS-EIektrophorese (zweite Tren- 
nung) ablaufen und diese beiden Trennverfahren der 2 o 
ersten und zweiten Dimension fur sich gesehen dcm 
Fachmann bekannt sind, ist es auch nicht crforderlich, 
auf weitere Detaiigesichtspunkte bzw. entsprcchend er- 
forderliche Ingredienzen und Chemikalien genauer ein- 
zugehen, wobei aJlerdings eine vorteilhaftc Ausgestal- 25 
tung darin bestehen kann, daB ein diskontinuierliches 
Polyacrylamid-Gei zugrunde gelegt wird. das also im 
Streifenbereich der ersten Dimensions-Trennung groB- 
poriger ist als in der Eiektrophorese- Flache, was bei der 
Herstellung des Gels problemios berticksichtigt werden 30 
kann. Nach entsprechender Trocknung ergibt sich dann 
das stabile Ausgangstrockengel vorliegender Erfindung 
von beliebiger Haltbarkeit, wobei dann an Ort und S tel- 
le zunachst fur die isoelektrische Fokussierung selektiv 
ein Teilbereich des Sammelgels rehydratisien wird und 35 
erst anschJieBend wahrend der nachfolgenden SDS- 
Aquilibrierung der fokussierten Proteine der Rest des 
Trockengels mit SDS-Puffer ebenfalls rehydratisien 
wird. 

Die Zweidimensional- Eiektrophorese ermogiicht fer- 40 
ner eine zonen-elektrophoretische Trennung odcr iso- 
elektrische Fokussierung in der ersten Dimension und 
eine Immun- oder AffinitiUs-elektrophoretische in der 
zwe : ten Dimension. Hierzu laBt man die fraktionierten 
Proteine aus dem Gel der ersten Dimension eiektropho- 45 
retisch in eine Gelschicht einwandern, welche z. B. mo- 
novalente oder polyvalente Antikorper (meist Immun- 
globuline) oder z. B. Lectine (diese reagieren hochspezi- 
fisch auf bestimmte Zuckerreste in Glykoproteinen) 
enthalten (siehe Fig. 7 bis 9). Diese reaktiven Additiva so 
binden spezifisch und quantitativ bestimmte Proteine 
und biiden damit Riesenmolekiile, welche im Gel nicht 
mehr weiter wandern und danach auf einfache Weise 
detekriert werden konnen-. Diese Methode ist vor allem 
in der klinischen Routine vie! verbreitet, da sie hochspe- 55 
zifisch und quamifizierbar ist 

Hierzu wird fur die zweite Dimension durch ein wei- 
teres Vlies 11' geeigneter GrdBe auch noch ein selekti- 
ver Teil der Flache der zweiten Dimension mit einer 
Losung aus z. B. Antikorpern oder z. B. Lectinen reh- 6 o 
ydratisiert. Weil man in vielen Fallen bereits die Position 
der gesuchten Proteine in der ersten Dimension kennt, 
braucht man nur eine relativ kieine Flache mit den teu- 
ren Additiva zu quelle n und spart dadurch erheblich an 
Kosten (Antikorper und Lectine sind sehr teuer). An- 55 
schlieBend wird das gesamte Gel mit dem entsprechen- 
den Puffer rehydratisien, dabei werden gleichzeitig die 
Proteine uragepuffert Dann wird die Eiektrophorese in 
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der zweiten Dimension durchgefuhrt 

Die hierdurch crziehen Vorteile dieser Modifikation 
sind die gleichen wie weiter vorn beschrieben; hinzu 
kommt eine weiter selektive Rehydratisierung. 

AbschlieBend wird ciarauf hingewiesen, daB die An- 
spruche und insbesoncere der Hauptanspruch Formu- 
lierungsversuche der Erfindung ohne umfassende 
Kenntnis des Stands dzr Technik und daher ohne ein- 
schrankende Prajudiz sind. Daher bleibt es vorbehalten, 
alle in der Beschreibung, den Anspruchen und der 
Zeichnung dargestellten Merkmale sowohl einzeln fur 
sich als auch in beliebiger ^Combination miteinander als 
erfindungswesentlich anzusehen und in den Anspruchen 
niederzulegen sowie den Hauptanspruch in seinem 
Merkmalsgehalt zu reduzieren. 

Patentansprtiche 

1. Verfahren zur hochauflosenden Zweidimensio- 
nal-Elektrophorese, wobei auf einer Gelunterlage 
zunachst in einer jrsten Richtung durch isoelektri- 
sche Fokussierung oder eine andere elektrophore- 
tische Trenntechnik eine erste Trennung und an- 
schlieBend eine zweite Trennung senkrecht zur er- 
sten Richtung durch eine von der ersten Trennung 
unterschiedliche, z. B. eine molekuiare Siebung er- 
folgt dadurch gekennzeichnet, daB ein aus einem 
Stuck bestehendes, sich in beide Dimensionen er- 
streckendes trockenes Gel zugrunde gelegt und zur 
Durchfuhrung der isoelektrischen Trennung der er- 
sten Dimension lokal selektiv streifenfdrmig hydra- 
tisiert wird, wobei der resttiche Geibereich seine 
Trockcngelkonfiguration beibehait, anschlieBend 
wird die Trennung in der ersten Dimension im se- 
lektiv hydratisierten Bereich durchgefuhrt, worauf- 
hin die restliche Elektrophoreseflache des Gels 
(Slab-Gel) hydratisien wird zur Durchfuhrung der 
zweiten Trennung. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB das Trockengel auf einer Tragerfoiie 
ab Werk frei von chaotropischen Substanzen bzw. 
SDS-Puffern oder anderen Additiven hergestellt 
wird und fiir den spiteren Gebrauch rehydratisien 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet daB zur selektiven Hydratisierung 
fiir die lEF-Trennung oder eine andere elektropho- 
retische Trennung der ersten Dimension auf einem 
Randbereich des Trockengels ein gut benetzbarer 
Materialstreifen (Vliesstreifen) aufgelegt und auf 
diesen das IEF-Gemisch oder eines anderen Elek- 
trophoresepuffers aufgebracht(aufpipettien) wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1—3, da- 
durch gekennzeichnet, daB nach vorgegebener Ein- 
wirkungszeit des IEF-Gemisches oder eines ande- 
ren Elektrophoresepuffers Uber das Zwischenma- 
terial vom Trockengel im lEF-Bereich lokalisiert 
ein Plateau durch Gelquellung gebildet ist worauf- 
hin durch Verbinden mit entsprechenden Elektro- 
den die isoelektrische Fokussierung oder eine an- 
dere elektrophoretische Trennung der ersten Di- 
mension durchgefuhrt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 —4, da- 
durch gekennzeichnet daB unter Zugrunde! egung 
des durch die selektive Hydratisierung gebildeten 
IEF- oder Eiektrophorese- Plateaus gleichzeitig 
zwei 2D-Elektrophoresen durchgefflhrt werden, in- 
dem zu beiden Seiten des Plateaus zu untersuchen- 
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